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論文内容要旨
               【目 的】
 IL-2 はリンパ球, 単球の増殖・分化を誘導するサイ トカイ ンであるが, 生体内での機能につ
 いては不明の点も多い。 例えば, IL-2 やその受容体α鎖やβ鎖の欠損マウスの表現型は, 予測
 される免疫不全症にはならず, 自己免疫疾患を発症する。 このことから, IL-2 が生体内では丁
 細胞の増殖を抑制的に制御している可能性がある。 我々はいくつかの丁細胞株において IL-2 が
 増殖を抑制する現象を観察 しており, そのメ カニズム の解明を試みた。
               【方法・結果】
 L IL-2 によるヒト丁細胞の増殖抑制の観察
 HTLV-1 感染細胞株 TL-Oml, MT-1, 及びMT-1 に IL-2 受容体β鎖を発現させた MTβ一1 を用
 いて, IL-2 による増殖抑制の現象を観察した。 まず TL-Oml を IL-2 存在下及び非存在下で 10
 日間培養 し, その増殖曲線を作成した。 TL-Oml は3日目以降 IL-2 存在下で増殖が抑制された。
 一方, β鎖が発現していない MT-1 では, 増殖抑制が観察されなかった。 MTβ一1 では,
 TL-OmI 同様増殖抑制が観察された。 従って, この増殖抑制が機能的 IL-2 受容体を介している
 ことが示された。
 2. IL-2 によって誘導されるヒト丁細胞のアポトーシスの観察
 前項の現象がアポ トーシスであるか検討した。 IL-2 存在下で培養した各々 の細胞株から DNA を
 抽出し電気泳動した。 TL-Oml と MTβ一1 では DNA の断片化が観察されたが, MT-1 および
 IL-2 非存在下では観察されなかった。 このことから, この現象の実態はアポトーシスであるこ
 とが示された。 次に IL-2 濃度と細胞死の関係を検討した。 100pM 以上の IL-2 濃度で細胞死が観
 察され, 高親和性 1レ2 受容体の結合親和性と強い相関があった。
 3. IL-2 受容体を介 したアポ トーシスシグナルの伝達径路の解析
 IL-2 受容体からのシグナル伝達径路を解析するため, IL-2 受容体β鎖のS及びA 変異体を
 MT-1 に導入した細胞株 (MTβdS-2, MTβdA-2) を樹立した。 S変異体はβ鎖の serine-rich
 領域 (S 領域), A変異体は acidic 領域 (A 領域) をそれぞれ欠失させたものである。
 まず IL-2 存在下でこれらの細胞株を培養した。 MTβ4 は細胞死が誘導されたが, MTβdS-2,
 MTβdA-2 は誘導されなかった。 DNA ヒストグラム, DNA断片化の解析でも MTβ一1 でのみア






 受容体の下流の解析を進め'た。 IL-2 受容体β鎖A領域の下流には Src kinase である Lck が位置
 していることが報告されている。 そこで活性化型の Lck 変異体を MTβdA-2 に強制発現 した細
 胞株を樹立 し, IL-2 刺激を加えたが細胞死は誘導されず, Lck はアポトーシスのシグナ ル伝達に
 は必須でないことが示唆された。 他の下流分子 Jak1, Jak3, Shc, Vav のチロシンリン酸化を
 解析した。 各々の細胞に IL-2 刺激すると, Jak1, Jak3, いずれも MTβ一1, MTβdA-2 でチロ
 シンリ ン酸化が観察され MTβdS-2 では観察され尽かった。 これに対しShc, Vav では MTβ一1
 のみリ ン酸化が観察され, MTβdS-2, MTβdA-2 ではリ ン酸化を受けなかった。 IL-2 で Shc,
 Vav がリン酸化を受ける MTβ一1 のみアポトーシス誘導されていることから, これらの蛋白が
 アポ トーシス に何 らかの役割を果た している可能性が示された。
 4. IL-2 による caspase-1 非依存性アポトーシス
 さらに下流のシグナ ル伝達を解析するため, IL-2 及び抗 Fas 抗体によるアポトーシスにおける
 caspase-1 (ICE), caspase-3 (CPP32/Yama/Apopain) の関与をその阻害剤を用いて解析した。
 抗 Fas 抗体によるアポトーシスでは, すでに報告されているとおり caspase-1, caspase-3 とも
 に必須であった。 しかしIL-2 によるアポトーシスでは, caspase-3 は必須であったが caspase-1
 は必須でなかった。 IL-2 によるアポトーシスは少なくとも Fas を介 した2次的なものではない
 ことが示唆された。
                【結' 論】
 L IL-2 によって2種類の丁細胞株にアポ トーシスが誘導される。
 2. IL-2 によるアポトーシスでは, IL-2 受容体の S, A領域ともに不可欠である。
 3. IL-2 によるアポトーシスは FasL や TNF といった他の death factors を介さない。




 IL-2 は, リンパ球, 単球の増殖・分化を誘導するサイ トカインであるが, 生体内での本来の
 機能については不明の点も多い。 例えば, IL-2 やその受容体α鎖やβ鎖の欠損マウスの表現型
 は, 予測される免疫不全症にはならず, 自己免疫疾患を発症する。 このことから, IL-2 が生体
 内では丁細胞の増殖を抑制的にコントロール している可能性があ る。 我々 はいくつかの 丁細胞
 株において IL-2 が増殖を抑制する現象を観察 しており, そのメカニズムの解明を試みた。
 ヒト丁細胞株 TL-OmI, MT-1, 及び MT-1 に IL-2 受容体β鎖を発現させた MTβ一1 を用いて,
 IL-2 による増殖抑制の現象を観察した。 まず, TL-OmI を IL-2 存在下及ぴ非存在下で培養 した。
 TL-Oml は IL-2 存在下で増殖が抑制された。 b鎖が発現していない MT-1 では, 増殖抑制が観
 察されなかった。 MTβ一1 では, TL-OmI 同様の増殖抑制が観察された。 この増殖抑制が機能的
 IL-2 受容体を介 していることが示された。
 続いて II。一2 存在下で培養した各々の細胞株から DNA を抽出し電気泳動した。 TL-Oml と
 MTβ一1 では DNA の断片化が観察されたが, MT-1 およびIL-2 非存在下では観察されなかった。
 この現象の実態はアポ トーシスであることが示された。 次に IL-2 濃度と細胞死の関係を検討し
 た。 高親和性 IL-2 受容体の結合親和性と強い相関があった。
 次に, IL-2 受容体β鎖のS及びA変異体を MT-1 に導入した細胞株 (MTβdS-2, MTβdA-2)
 を樹立した。 IL-2 存在下で MTβ一1, MTβdS-2, MTβdA-2 を培養した。 MTβ一1 はアポトー
 シスが誘導されたが, MTβdS2, MTβdA-2 は誘導されなかった。 従って, IL-2 によるアポトー
 シスのシグナル伝達には, β鎖のS領域, A領域いずれも必須であることが示された。
 受容体の下流の解析を進めた。 活性化型の Lck 変異体を MTβdA-2 に強制発現した細胞株を
 樹立 し, IL-2 刺激を加えたが細胞死は誘導されず, Lck はアポトーシスのシグナル伝達には必須
 でないことが示唆された。 IL-2 によるチロシンリ ン酸化の解析では, Shc, Vav のアポ トーシス
 シグナルヘの関与の 可能性が示された。
 さらに, IL-2 及び抗 Fas 抗体によるアポ トーシスにおける caspase-1, caspase-3 の関与をそ
 の阻害財を用いて解析した。 IL-2 によるアポ トーシスでは, Fas の系と異なり caspase-3 は必須
 であったが caspase-1 は必須でなかった。 このことか ら, IL-2 によるアポ トーシスは少なくとも
 Fas を介 した2次的な ものではないことが示唆された。
 IL-2 による増殖抑制の解析を試みた本論文は, IL-2 の生体内での多面的な機能を考える上で
 示唆に富むものであり, 学位論文に値すると判断す る。
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